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@ Verfahren zur Herstellung von mineralisierten Kollagenfibrillen und deren Verwendung als 
Knochenersatzwerkstoff 

(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von 
mineralisierten Kollagenfibrillen, wobei die Fibrillenbil- 
dung und Mineralisierung in einem ProzefSschritt ablau- 
fen sowie deren Verwendung als Knochenersatzmaterial. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von 
miner aiisierten Kollagenfibrillen, wobei die Fibriilenbii- 
dung und Mineralisierung in einem Prozel3schritl ablaufen. 5 
Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur 
Herstellung eines Kollagen/Calciumphosphatkomposits 
ausgehend von mineralisierten KollagenfibriUen, die in ei- 
nen Calciumphosphatzement eingebettet werden. Dieser 
dient dann als Knochenersatzmaterial. to 

KoUagenes Gewebe besitzt als Bionialerial gegeniiber an- 
organischem Material viele Vorteile. KoUagen ist ein wich- 
tiges Protein bei Tieren und macht etwa 30% der Proteine 
der Wirbeltiere aus. Es besitzt die Fahigkeit, in vitro in Fi- 
brillen zu assemblieren, wobei diese in verschiedenen Mo- 15 
difikationen hergestellt werden konnen. Iin menschlichen 
Knochen stelll Kollagen als Strukturmalerial die organische 
Matrix dar, in der Mineralien bestehend aus Calcium-, Phos- 
phat-, Hydroxy 1-, Fluorid- und Carbonationen etc. eingela- 
gert werden. 20 

Aus der Ahnlichkeit zu menschlichem Gewebe ergibt 
sich ein wich tiger Vorteil gegeniiber alternativen Materia- 
lien. Dieser Vorteil wird ausgenutzt um Prothesen und Bio- 
materialien herzustellen. 

Aus dem Stand der Technik sind zahlreiche Dokumente 25 
bekannt, die sich mit der Mineralisierung von Kollagen be- 
schafdgen. 

Die GB-1068 587 (Baxendale et. al, 1963) offenbart los- 
liches Kollagen (aus Rattenschwiinzen), welches rekonstitu- 
iert. und durch Immersion in einer iibersattigten Calcium- 30 
phosphadosung mineralisiert wird. Die Assemblierung in 
Gegenwart von ATP oder Chondroitinsulfat fuhrt zu sog. 
SLS bzw. FLS (vgl. G. Reich "Kollagen", Theodor Stein- 
kopff, Dresden (1966) S. 134 ff.) und nicht wie irrtiimlich 
angenommen zu Kollagen fibrillen mit 64 nm-Periode. 35 

Die US- 5320 844 (Lui, 1992) beschreibt quervernetztes 
Kollagen, welches in einer sauren Losung dispergiert und 
durch Zugabe einer Calcium- und Phosphatlosung mit neu- 
tralem pH mineralisiert wird. Entweder werden beide Lo- 
sungen gleichzeitig zugegeben, oder eine der beiden Losun- 40 
gen wird vorher mit dem Kollagen vermischt. 

Die US-5455 231, US-5231 169 und WO-93/12736 
(Constantz et al,) beschreiben ein quervernetztes Kollagen, 
welches in basischer Losung solubilisiert und anschlieBend 
eine Calcium- und eine Phosphatlosung iiber mehrere Stun- 45 
den zugetropft wird. Ein Assemblierungschritt findet hier 
nicht statt. 

Die US-5532 217 (Silver et al., 1995) offenbart KoUagen- 
fasem, die aus einer sauren KoUagenlosung entstehen, wel- 
che in einem Neutralisierungspuffer extrudiert wird. Die Fa- 50 
sem, die einen Durchinesser von 20 bis 500 pm besitzen, 
werden anschlieBend mineralisiert, z. B. in einer Doppeldif- 
fusionskanuner. 

Die vorhegende Erfindung hat sich die Aufgabe gestellt, 
ein Verfahren zur Herstellung von mineralisierten Kollagen- 55 
fibrillen bcrcitzusLellcn, womit ein hoiiiogen mineralisiertes 
Kollagengel entsteht. Dabei soli nur rekomb in antes Kolla- 
gen verwendet werden. 

Eine weitere Aufgabe bestand darin, ein Verfahren zur 
Herstellung eines KoUagen/Calciumphosphatkomposits un- 60 
ter Verwendung der mineralisierten Fibrillen zur Verfugung 
zu stellen, wodurch ein besserer Verbund zwischen Kolla- 
gen und Calciumphosphatzement gewahrleistet wird. 

Die erste Aufgabe konnte iiberraschend einfach durch ein 
Verfahren zur Herstellung von mineralisierten KoUagenfi- 65 
britlen gelost werden, indem Fibrillenbildung und Minerali- 
sierung in einem ProzeBschritt ablaufen. 

Die zweite Aufgabe konnte durch ein Verfahren zur Her- 



stellung eines Kollagen/Calciumphosphatkomposits gelost 
werden, indem die mineralisierten Kollagen fibrillen in ei- 
nem Calciumphosphatzement bei einem besdmmten Ge- 
wichtsverhaltnis eingebettet werden. 

Die Herstellung der mineralisierten KoUagenfibrillen er- 
folgt aus loslichem Kollagen, was die Moglichkeit einer ho- 
heren Aufreinigung gegeniiber der Verwendung von nicht 
loslichem KoUagen beinhaltet. Die Moglichkeit, aus losh- 
chem Kollagen Fibrillen zu rekonstituieren, ist seit langem 
bekannt (A. Veis, K. Payne "Collagen Fibrillogenesis" aus 
"Collagen" ed. M. E. Nimni Vol. 1, Biochemistry, CRC 
Boca Raton 1988). 

Nicht quervernetztes Kollagen ist bei niedrigem pH (pH 
^ 2) loslich und assembliert sich bei neutralem pH zu Fi- 
brillen. Die Rekonstitution erfolgt durch Mischen einer sau- 
ren KoUagenlosung mit einer neutralen PufFcrlosung. 

Als saure KoUagenlosung kommen alle Kollagenlosun- 
gen in Betracht, die gelostes Calciumsalz bei einem sauren 
pH-Wert, vorzugsweise pH = 2, en th alien. 

Als Pufiferlosungen kommen alle neutralen Pufferlosun- 
gen in Betracht. 

Die MineraUsierung der KoUagenfibrillen erfolgt durch 
Ausfallen von Calciumphosphat aus einer iibersattigten Cal- 
ciumphosphatlosung. Die Ubersatdgung wird erzeugt durch 
Mischen einer Calcium- und einer Phosphatkomponente. 
Dadurch, daB die Calcium- und die Phosphatkomponente 
zeitgleich mit der KoUagenlosung und der PufiFerlosung ge- 
mischt werden, werden beide Prozesse gleichzeidg initiiert. 
Durch geeignete Wahl der Parameter iiiuB eine geeignete 
Abfolge der Prozesse erreicht werden, d. h. die Fibrillenbil- 
dung muB vor der MineraUsierung beginnen, da die KoUa- 
genfibriUen als Template (Substrat) fiir die MineraUsierung 
dienen sollen. Zugleich muB die Ausbildung einer dichten 
KoUagenstruktur soweit begrenzt werden, daB in einer prak- 
tisch sinnvoUen Zeit noch ein hinreichendes Eindififundieren 
von Calcium- und Phosphationen in die KoUagenfibriUen 
ermogUcht wird. Die gewiinschte Abfolge der Prozesse wird 
nur in einem engen Parameterbereich erreicht. 

Die erhaltenen KoUagenfibrillen besitzen im Gegensatz 
zu KoUagenfasem ledigUch einen Durchmesser von 
20-500 nm. 

Bei der Mineralisierung konnen den erfindung sgemaBen 
KoUagenfibrillen gewiinschtenfalls Polyaspartat, Polygluta- 
mat. Polyp ho sphoserin, andere Polycarboxylate oder nicht- 
kollagene Proteine oder Phosphoproteine zugesetzt werden, 
um die MineraUsierung zu verbessern und die Kinedk des 
MineraUsationsprozesses zu beeinfiussen. Weiterhin ist der 
Zusatz von Knochen wachstumsfaktoren denkbar, die die 
Knochenneubildung anregen. 

Es ist erfindungsgemaB weiterhin moglich, die mineraU- 
sierten KoUagenfibrillen in einem zweiten Verfahrensschritt 
in einen Calciumphosphatzement einzubetten. Der Calcium- 
phosphatzement wird hergestellt aus Tetracalciumphosphat, 
Calciumhydrogenphosphat, Calciunahydroxylapatit, Calci- 
umdihydrogenphosphat, Calciumcarbonat, Natriumphos- 
phaten und/oder Gemischen davon, wobei das Gewichtsver- 
haltnis des entstehenden Komposits Kollagen: Calcium- 
phosphat (CaP) 1 : 200 bis 1 : 1 betragt. 

Die Einzelkomponenten des Calciumphosphatzementes 
werden im festen Zustand auf eine geeignete TeilchengroBe 
zerkleinert und durch Veniiischen mit einer fliissigen Kom- 
ponente zu einer plasdschen Masse angeruhrt. Die Aushar- 
tung der so gewonnenen Z^mentmischungen verlauft in 
zwei Schritten: 

- Zunachst iiber einen definierten Zeitraum an Luft bei 
Raumtemperatur 

- AnschlieBend iiber einen ebenfalls definierten Zeit- 
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raum in einer waBrigen Phase, die Phosphat oder an- 
dere niineralische BestandLcile enthalten kann. 

Die Einbettung der mineralisierten Kollagenfibrillen er- 
folgl durch Einmischen in den Zementprecursor, Der Vorteil 5 
der Einbettung mineralisierter Kollagenfibrillen besteht in 
der Vemetzung mit der Matrixphase (Calciuniphosphatze- 
ment), was zu einer erhohten Bruchzahigkeit. fuhrt. 

Gewiinschtenfalls konnen die o.g. nichtkollagenen Zu- 
satze auch erst beim Einbetten des Knochenzementes zuge- 10 
geben werden. 

Die Einbettung der Kollagenfibrillen kann, je nach Anfor- 
derungsprofil, entweder orientiert oder nicht orienUert erfol- 
gen. Dabei kann die Orientierung durch die Einbettung von 
Laminaten aus orientierten Fibrillen erreicht werden. Eine 15 
orienlierte Einbettung errnogUcht einen hoheren Kollagen- 
anteil im Komposit. AuISerdem kann auf diese Weise ein 
Material mit anisotropen mechanischen Eigenschafl:en, wie 
sie auch im Knochen vorliegen, erzeugt werden. 

In den folgenden Beispielen sind Ausfuhrungsfonnen der 20 
mineralisierten Kollagenfibrillen und des Kollagen/Calci- 
umphosphatkomposits naher erlautert. 



Herstellung von mineralisierten Kollagenfibrillen 
Bei spiel 1 
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Losliches KoUagen I wird in einer Konzenuration von 
1 ing/ml in 10 iiiM Salzsaure bei einer Temperatur von 4°C 
aufgelost. 30 

Die Losung wird entweder am selben Tkg verarbeitet oder 
tiefgefroren bei -80°C gelagert. 

Komponente 1 wird durch Mischen von 700 pi Kollagen- 
losung und 126 pi waBriger Calciumchloridlosung (0.1 
mol/1) bei 4°C hergesteUt. 35 

Komponente 2 wird durch Mischen von 165 pi waBriger 
Natriumchloridlosung (2 mol/l), 240 pi waBriger Tris-(hy- 
droxymelhyl)-airiinomethan-losung (0.5 iiiol/l, pH 7.4), 
32.4 pi waBriger KH2P04/K2HP04-Losung (0.5 mol/1, pH 
7.4) und 793 pi Wasser bei A^C hergesteUt. 40 

Durch Zugabe von 574 pi Komponente 2 zu Komponente 
1 und rasche Temperaturerhohung auf 30°C werden Fibril- 
lenlosung und Mineralisierung initiiert. 

Das Gemisch wird bei 30°C inkubiert. Zunachst bilden 
sich Kollagenfibrillen, wahrend sich gleichzeitig eine amor- 45 
phe Calciumphosphatphase bildet. Nach ca. 90 Minuten 
wandelt sich die aiiiorphe Calciumphosphatphase durch ei- 
nen Losungs-ZWiederausfallungsmechanismus in kristalli- 
nen Defektapatit um. Der neugebildete Defektapatit schei- 
det sich dabei bevorzugt auf den Kollagenfibrillen ab, wobei 50 
sich groBere Cluster von Calciumphosphatkrislallen bilden. 

Das Produkt hat cine gelartige Konsistenz. Die anschlie- 
Bende Aufarbeitung erfolgt durch 2^ntrifugation des mine- 
ralisierten Kollagens und Dekantieren des Uberstandes. Da- 
nach wird in dest. Wasser resuspendiert. Dieser Zyklus wird 55 
inehnnals wicderholt, um Pulfersalze auszuwaschen. 
SchlieBlich wird gefriergetrocknet. 
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Kollagenlosung und Komponente 1 wie in Beispiel 1. 
Komponente 2 wie in Beispiel 1 jedoch zusatzUch 37.5 pi 
waBrige Natriumpoly-L-aspartat-losung (4 mg/ml) und nur 
755 pi Wasser enthaltend. Die Praparation erfolgt wie in 
Beispiel 1. 65 

Wie in Beispiel 1 bilden sich zunachst Kollagenfibrillen 
und amorphes Calciumphosphat. Die Umwandlung von 
amorphen Calciumphosphat zum Defektapatit erfolgt je- 



doch erst nach ca. 8 Stunden. In diesem Fall scheiden sich 
cinzclne CalciumphosphatkristaUite ausschlieBlich auf und 
in den Kollagenfibrillen ab. Die Verbindung von Calcium- 
phosphatkristallen und Kollagen ist gegenuber Beispiel 1 
eindeutig verbessert. Aufarbeitung analog zu Beispiel 1 . 

Einbetten der mineralisierten Kollagenfibrillen in einen Cal- 
ciumphosphat zement 

Beispiel 3 

Zu einem Gemisch aus 500 mg Calciumdihydro- 
genphosphat und Calciumcarbonat wurden 5 mg ndnerali- 
sierte Kollagenfibrillen zugegeben. Die Mischung wurde 
mit 230 ml Phosphatpuffer zu einer plastischen Masse ange- 
riihrt, welche zunachst an Luft und anschheBend in eincin 
Phosphatpuffer aushartete. 

Beispiel 4 

Zu einem Gemisch aus 1 g Calciumdihydrogenphosphat 
und Calciumcarbonat wurden 150 mg Natriumphosphat und 
288 mg mineralisierte Kollagenfibrillen hinzugegeben. Die 
Mischung wurde mit Wasser zu einer plastischen Masse an- 
geriihrt, welche bei 100% Luftfeuchdgkeit aushartete. 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Herstellung von mineralisierten Kol- 
lagenfibrillen, dadurch gekennzeichnet, daB Fibril- 
lenbildung und Mineralisierung in einem ProzeBschritt 
ablaufen. 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Fibrillenbildung vor der Mineralisie- 
rung beginnt. 

3. Verfahren nach den Anspriichen 1 und/oder 2, da- 
durch gekennzeichnet, daB nicht quervernetztes Kolla- 
gen eingesctzt wird, 

4. Verfahren nach den Anspriichen 1 und/oder 3, be- 
stehend aus den Reaktionsschritten: 

■- Mischen einer sauren Kollagenlosung, die gelo- 
stes Calciumsalz enthalt, mit einer Pufferlosung, 
die Phosphat und Natriumchlorid enthalt, 

- Assemblierung des Kollagens zu Fibrillen 
durch Inkubieren eines Precursors bei einer geeig- 
neten Temperatur und Mineralisierung des Calci- 
uinphosphats. 

- sowie ubliche Reinigungsschritte. 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Kollagenfibrillen einen 
Durchmesser von 20-500 nm besitzcn. 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, da- 
durch gegekennzeichnet, daB Polycarboxylate wie Po- 
ly aspartat, Polyglutamat, Polyphophoserin oder nicht- 
koUagene Proteine oder Phosphoproteine zugesetzt 
werden. 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, da- 
durch gekennzeichnet, daB rekombinantes Kollagen 
eingesetzt wird. 

8. Verfahren zur Herstellung eines Kollagen/Calcium- 
phosphatkomposits ausgehend von mineralisierten 
Kollagenfibrillen hergesteUt nach einem Verfahren ge- 
maB den Anspriichen 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, 
daB die mineralisierten Kollagenfibrillen in einem Cal- 
ciurnphosphatzement, bestehend aus Calciumphospha- 
ten wie Tetracalciumphosphat, Calciumhydro- 
genphosphat, Calciumhydroxylapatit, Calciumdihy- 
drogenphosphat und/oder Calciumcarbonat, Nau*ium- 
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phosphaten und/oder Gemischen davon, bei einem Ge- 
wichtsverhaltnis Kollagen : CaP von 1 : 200 bis 1:1 
eingebettet werden. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeich- 
net, da6 die Einbettung der mineralisierten KoLLagenfi- 
brillen nicht orientiert ist. 

10. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeich- 
net, daB eine orientierte Einbettung der mineralisierten 
KoUagenfibrillen durch Laminate aus orientierten Fi- 
brillen erfolgt. 

11. Vcrwendung von KoUagenfibrillen hergestellt 
nach einem der Anspruche 1 bis 7 zur Herstellung von 
Knochenersatzmaterial. 
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